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Résumé

Introduction

L'objectif de notre travail était d’étudier le signal IRM (Imagerie par Résonance Magnétique) de caillots

sanguins afin de déterminer s’il était possible d’estimer leurs concentrations en hématies.
Matériel et Méthodes

Dans un premier temps, une étude in vitro analysant le signal IRM de caillots de compositions
prédéterminées sur une IRM 3 Tesla a été réalisée. Les caillots étaient fixés dans une gélatine ayant un
signal proche de celui du cerveau humain. Pour estimer la concentration en hématies, un ratio
d’intensité de signal (RIS) était calculé pour chaque caillot sur plusieurs séquences IRM selon la formule
suivante : RIS = signal moyen caillot / signal moyen gélatine. Dans un second temps, les RIS de caillots
responsables d’AVCischémique aigu ont été mesurés sur des IRM cérébrales de patients pris en charge
pour thrombectomie cérébrale. Les taux d’hématies obtenus par estimation IRM étaient comparés aux

résultats de I'analyse histologique des caillots.
Résultats

Les résultats de I’étude in vitro indiquaient qu’il était possible d’estimer la concentration en hématies
des caillots grace aux RIS mesurés sur les séquences T2FLAIR, SWI et T2EG. La combinaison du signal
moyen mesuré sur ces 3 séquences permettait une bonne estimation par comparaison avec I'analyse

histologique. Ces résultats ont été confirmés sur I'analyse de 22 IRM cérébrales de patients.
Conclusion

La mesure du signal moyen des caillots responsables d’occlusions intracraniennes sur les séquences

T2GRE, SWI et T2FLAIR permet une bonne estimation de leur concentration en hématies.

Mots clés : imagerie par résonance magnétique (IRM), thrombus, accident vasculaire cérébral (AVC),
thrombectomie mécanique



Abstract

Introduction

The aim of our study was to analyze the MRI (magnetic resonance imaging) signal of blood clots to

determine if it is possible to estimate red blood cells (RBC) concentration.
Methods

The first step consisted in studying the signal of clots with predetermined components using a 3 Tesla
MRI. The clots were fixed in a gelatin solution with a similar signal than the human grey matter. An
index of the MRI signal of each clot was calculated for several sequences according to the following
equation: Signal intensity ratio (SIR) = clot signal / gelatin signal. In the second step SIR-MRI was
estimated on clots retrieved during thrombectomy procedures performed for patients admitted in our

University Hospital. RBC concentration of the retrieved clots was estimated by a biologist.
Results

In vitro experiment showed that it is possible to estimate RBC concentrations of clots using their SIR
measured on T2FLAIR, SWI, T2GRE sequences. The combination of SIR extracted from these 3
sequences allowed a better erythrocyte estimation. These results were also found with 22

patients’MRI and confirmed by histological analysis.
Conclusion

Mean signal intensity of occlusive clots implicated in stroke on T2FLAIR, SWI and T2GRE sequences

allows to make an indirect estimation of erythrocyte concentrations of the clots.

Keywords: magnetic resonance imaging (MRI), thrombus, stroke, mechanical thrombectomy
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Serment d’Hippocrate

En présence des Maitres de cette Faculté,
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les secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas

a corrompre les meeurs ni a favoriser le crime.
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je rendrai a leurs enfants

I'instruction que j’ai recue de leurs péres.

Que les hommes m’accordent leur estime
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Glossaire

ADC = Apparent Diffusion Coefficient

AVC = Accident Vasculaire Cérébral

CHRU = Centre Hospitalier Régional Universitaire
CNIL = Comité National de I'Informatique et des Libertés
DPP = Dossier patient partagé

DS = Déviation standard

DWI = Diffusion Weighted Imaging

HAS = Haute Autorité de Santé

HES = Hématoxyline Eosine Safran

IRM = Imagerie par résonance magnétique

NEJM = New England Journal of Medicine

PACS = Picture archiving and communication system
RIS = Ratio d’intensité de signal

rt-PA = recombinant tissue Plasminogen Activator
SVS = susceptibility vessel sign

SWI = Susceptibility Weighted Imaging

T2EG=T2 Echo de Gradient

T2 FLAIR = T2 Fluid Attenuated Inversion Recovery
TICI = Thrombosis in cerebral infarction criteria

TOF = Time of flight
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|. Introduction
1. Epidémiologie de ’'AVC

Un accident vasculaire cérébral (AVC) résulte de I'interruption de la circulation sanguine dans le
cerveau, par rupture du vaisseau ou son obstruction par un caillot. L'apport en oxygene et en
nutriments est alors stoppé, ce qui endommage les tissus cérébraux.’ En France, 130 000 personnes
sont victimes d’un AVC chaque année (soit une personne toutes les 4 minutes) et parmi elles 40 000
décederont des conséquences de cet accident. L'AVC est la premiere cause de handicap acquis non
traumatique et la deuxieme cause de démence derriére la maladie d’Alzheimer, ce qui en fait un

probléme de santé publique.’

2. Traitement de ’AVC ischémique

En 1995, I’étude NINDS (National Institute of Neurological Disorders and Stroke) révolutionnait le
traitement des AVC ischémiques aigus en mettant en évidence I'efficacité de la lyse chimique des
caillots par un traitement fibrinolytique intraveineux (1V), le recombinant tissue plasminogen activator
(rt-PA).? Initialement restreinte aux 3 premiéres heures de prise en charge, la fenétre thérapeutique
de la thrombolyse a pu étre étendue a 4h30 suite aux résultats de I’étude ECASSIIL” Le principal risque
de ce traitement est la transformation hémorragique du territoire infarci. En 2006, I’étude PROACTII
démontrait l'intérét clinique de l'injection intra-artérielle du fibrinolytique au contact du caillot
sanguin jusqu’a 6 heures apres le début des symptdmes.’ Malgré un bénéfice clinique démontré, il
existe un grand nombre de contre-indications a l'injection 1V de rt-PA et I'efficacité de la thrombolyse

reste limitée en cas d’occlusion de gros troncs artériels.®

Il a fallu attendre janvier 2015 pour que 5 études publiées successivement dans le New England
Journal of Medicine (NEJM) rapportent un bénéfice de la thrombectomie mécanique en association
avec la thrombolyse IV dans la prise en charge de I'AVC ischémique aigu comparativement a la

7-11

thrombolyse intraveineuse seule (figure 1). L'étude randomisée francaise THRACE publiée un an

. . , 12
plus tard confirmait ces bons résultats.

La thrombectomie cérébrale permet une extraction
mécanique du thrombus dont le but est de permettre une revascularisation rapide des gros troncs tout
en diminuant le risque hémorragique (figure 2). Cette technique peut étre réalisée seule ou en
association avec la lyse chimique du caillot. Initialement restreinte au 6 premiéres heures depuis le
début des symptomes, 2 essais randomisés publiés en 2018 ont mis en évidence l'intérét clinique

d’étendre la fenétre thérapeutique en cas de mismatch radiologique persistant sur les imageries de
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13,14

perfusion. Cette technique permet pour la premiére fois un accées direct au thrombus et donc son

analyse.

Figure 1 : Clichés d’angiographie cérébrale réalisée au cours d’une thrombectomie mécanique. AVC ischémique
en rapport avec 'occlusion proximale de I'artére cérébrale moyenne droite (images A & B ; fleche rouge). La
thrombectomie a permis une recanalisation compléte du territoire sylvien droit (images C & D).

A = cliché de face réalisé avant thrombectomie ; B = cliché de profil réalisé avant thrombectomie ;

C = cliché de face réalisé apres thrombectomie ; D = cliché de profil réalisé apres thrombectomie.

OI!IIIillI“lli(l!lgilIHlll;3;'HIIlllﬁlllll]llﬁ‘lmllll!

4

|

Figure 2 : Photographie d’un caillot sanguin extrait par thrombectomie mécanique.
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3. Composition du caillot et réponse aux traitements

Les premieres études histologiques réalisées sur des thrombi intracraniens datent de 2006 et ont

montré que les caillots étaient principalement composés de fibrine, de plaguettes et d’hématies dans

15,16

des proportions variables (figure 3). La composition des caillots et en particulier le ratio

fibrine/hématies modifie la conformation 3D du caillot et ses propriétés mécaniques (figure 4). Les

caillots riches en fibrine (caillots blancs) seraient plus rigides et plus élastiques que les caillots riches

17-19

en hématies (caillots rouges) plus mous et plus friables. Cette variabilité conformationnelle serait

responsable d’une sensibilité différente aux traitements thrombolytiques et d’une interaction

20-22 . . .
922 Certaines études chez I'animal supposent que

différente avec les dispositifs de thrombectomies.
les thrombi-blancs sont plus résistants au rt-PA que les thrombi rouges et qu’ils s’integrent moins
rapidement aux mailles des stent-retrievers, dispositif utilisé lors de la thrombectomie mécanique. Ce
constat a aussi été confirmé dans une étude clinique publiée récemment avec une meilleure évolution

23-2 < .
3% Ces découvertes récentes

clinique en cas d’occlusion artérielle par un caillot riche en hématies.
laissent supposer que si I'on parvenait a préciser la nature du caillot occlusif avant le traitement, la

prise en charge du patient pourrait étre mieux adaptée.

Figure 3 : Photographies de caillots.
A =caillot « blanc » riche en fibrine et en plaquettes ; B = caillot « rouge » riche en hématies ;
C = caillot « mixte ».
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Figure 4 : Analyse d’un caillot sanguin mixte en microscopie électronique a balayage montrant
le maillage de fibrine auquel se mélent les hématies.
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4.lmagerie a la phase aigué de I'AVC

Selon les recommandations de la Haute autorité de Santé (HAS), tous les patients admis pour une
suspicion d’AVC aigu doivent avoir une imagerie cérébrale avant traitement, a la recherche d’un
saignement intracranien pouvant contre-indiquer la thrombolyse.” La détection d’une occlusion
artérielle proximale permet également de poser l'indication de thrombectomie mécanique. Deux
modalités d’imagerie sont disponibles et adaptées a cette indication : le scanner X ou I'imagerie par
résonance magnétique (IRM) cérébrale. L'IRM présente I'avantage d’une sensibilité plus précoce dans
la détection des ischémies cérébrales que le scanner, notamment pour la fosse postérieure.” On peut
alors imaginer par extension que I'imagerie initiale du patient pourrait nous permettre de caractériser
la nature du caillot occlusif. Plusieurs travaux ont déja étudié la corrélation entre I'imagerie et Ia
composition histologique du caillot. Liebeskind et Niesten ont analysé le profil d’absorption des
différents types de caillots au scanner et mis évidence une corrélation entre le type de caillot et sa
densité mesurée en unités Hounsfield : plus le caillot est riche en globules rouges et plus sa densité est

, s, 16,2
élevée.'®%®

Il a fallu attendre 2004 pour que Rovira et al. rapportent que la présence d’un artefact de
susceptibilité magnétique au niveau d’un vaisseau intracranien pourrait étre en rapport avec la
présence d’un caillot sanguin.27 Ce n‘est qu’en 2011 que Liebeskind et al. ont montré que cet artefact
était lié aux hématies contenues dans le caillot (figure 5).'° Cet artefact est en effet lié a la perturbation

28,29

du champ magnétique local de desoxyhémoglobine qui est paramagnétique. A cejour, la présence

de cet artefact a largement été étudiée mais sans jamais permettre de quantifier le pourcentage

30-34

d’hématies contenu dans le caillot.

Figure 5 : Visualisation d’un caillot spontanément hyperdense sur un scanner cérébral en contraste
spontané (A) responsable d’une occlusion de I’artére cérébrale moyenne droite (B). Ce méme
caillot était responsable d’un artefact de susceptibilité magnétique en IRM (C).
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5. Objectifs du projet

Nous avons lancé le projet « Clot » en 2016. L’objectif de ce projet était de déterminer s'il
existait une corrélation entre le signal IRM des caillots sanguins sur un protocole IRM réalisé en routine
clinique en cas de suspicion d’AVC ischémique et sa concentration en hématies. Ce projet était

composé de 2 parties :

e Lapremiere partie a été réalisée au cours de mon master 2 et a concerné I'analyse IRM in vitro
de caillots sanguins fabriqués en laboratoire. Cette étape avait pour but de mettre au point
une méthode simple visant a estimer la concentration en hématies de caillots sanguins grace
aux séquences IRM T2EG, SWI et T2FLAIR.

e La deuxiéme partie avait pour objectif d’étudier I'applicabilité clinique de I'analyse IRM de la
nature des caillots chez des patients pris en charge pour AVC ischémique aigu au CHRU en
confrontant les IRM aux données histologiques des caillots obtenus par thrombectomie

mécanique.
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II. 1%° partie : étude in vitro
1. Matériel et Méthodes

Le laboratoire de la société Neuravi Ltd (Galway, Ireland), partenaire industriel de cette étude
a mis au point une méthode de fabrication de caillots sanguins a partir de sang de brebis. *> Le modele
ovin est en effet reconnu pour avoir des propriétés de coagulation proches de I'étre humain.*® Ce
laboratoire nous a fourni 8 caillots de compositions prédéterminées et 1 caillot de composition
inconnue afin de nous permettre de mettre au point une méthode visant a estimer la concentration

en hématies des caillots a I'aide de séquences IRM utilisées en pratique clinique (tableau 1).

Caillot | %hématies | Caillot | %hématies
A 91% F 60%
B 99% G 0%
D 62% | 54%
E 35% J 23%
H=?

Tableau 1 : Résumé des concentrations en hématies des différents caillots. Le caillot H est un caillot
dont la concentration en hématies est inconnue.
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Neuf caillots ont été fixés dans de la gélatine de porc afin de rester parfaitement immobiles
pendant les acquisitions IRM (figure 6). Nous avons fabriqué une gélatine présentant les mémes
parametres T1 et T2 que la substance grise cérébrale afin que son signal soit le méme que celui du
cerveau. Pour cela, nous avons ajouté des ions manganéses dans la solution de préparation de la

gélatine et mesuré les temps de relaxation T1 et T2 de la gélatine sur des cartographies.

Figure 6 : Photographie de caillots fixés dans la gélatine de porc.

a. Acquisition IRM

Les acquisitions ont été réalisées sur une IRM 3 Tesla Siemens (Verio, Siemens MRB17,
Erlangen, Germany) avec I'antenne « téte » 12 canaux utilisée pour les IRM cérébrales. Les séquences
suivantes ont été réalisées : 3DT1, T2 écho de gradient (T2EG), Susceptibility Weighted Imaging (SWI),
T2 Fluid Attenuated Inversion Recovery (T2FLAIR), Diffusion Weighted Imaging (DWI) avec
cartographie du coefficient apparent de diffusion (ADC) (figure 7). La séquence 3DT1, non réalisée dans
les protocoles IRM chez les patients suspects d’AVC, nous a permis, du fait de sa bonne résolution

spatiale, de vérifier le bon positionnement des coupes au sein des caillots.
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T2EG T2FLAIR

O caillots fibrineux
. caillot inconnu

Figure 7 : lllustration des images IRM des 9 caillots inclus en gélatine pour les différentes
séquences d’acquisition (8 caillots avaient une composition connue et 1 caillot était inconnu).

b. Analyse des données IRM

Contrairement au scanner qui représente les profils d’absorption des différents tissus en
niveaux de gris grace a I'échelle de Hounsfield invariable d’'un examen a un autre, I'IRM code ses
images en intensité de signal. Cependant, le signal représenté varie d’'un examen a I'autre et méme
d’une séquence a une autre. Sa valeur absolue n’a donc aucune valeur et I'intensité de signal mesurée
dans le caillot n’est pas généralisable. Nous avons pour cela imaginé un index relatif. En
neuroradiologie, le plus classique est de se référer a la substance grise du cerveau. Dans notre étude,
c’est la gélatine qui a été choisie comme référence. Deux neuroradiologues (KJ et APN) ont analysé les
données a 'aide du logiciel Osirix (version 8.5 ; http://www.osirix-viewer.com) (figure 8). Un index a

été calculé pour chaque caillot, dans chaque séquence, selon la formule suivante :

Intensité de signal caillot
RIS

 Intensité de signal gélatine

Avec :

- RIS = ratio d’intensité de signal
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Figure 8 : Mise en place des régions d’intérét pour les différents caillots et la gélatine (référence).
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2. Résultats
a. Corrélation entre I'index RIS et le pourcentage d’hématies

Nos résultats ont mis en évidence une association entre I'index RIS et la concentration en hématies
des caillots. La mesure de l'index RIS sur les séquences SWI et T2EG permettait une bonne
discrimination entre les caillots rouges et les caillots blancs mais la séquence T2FLAIR donnait une
estimation plus précise de la concentration en hématies notamment pour les caillots trés riches ou
trés pauvres en hématies (figure 9). En effet, sur les séquences en susceptibilité magnétique, il existe
une zone de faible sensibilité pour les faibles concentrations et une zone de saturation pour les

concentrations élevées en hématies.
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Figure 9 : Résultats de I'analyse in vitro. Il semble exister une bonne association entre I'index RIS
mesuré sur les séquences SWI (A), T2EG (B) et T2FLAIR (C) et la concentration en hématies des
caillots estimée par analyse histologique.

b. Estimation de la concentration en hématies

Nous avons par la suite tenté d’estimer la concentration en hématies du caillot inconnu (caillot
H). Méme si ces premiers résultats montraient une relation linéaire entre la variation de signal des
caillots sur les séquences SWI, T2EG et T2FLAIR et leurs concentrations en hématies, les expériences
successives que nous avons menées ont montré que la corrélation entre la variation de signal moyen
du caillot et sa concentration en hématies était plus fiable en combinant les données des 3 séquences
IRM. Une dizaine de modeles a été testée et ce sont les modéles de régression linéaire (Simple Linear
Regression ou Multiple Linear Regression), de réseau neuronal artificiel (Artificial Neural Network

model) et de forét aléatoire (Random Forest model) qui ont montré les meilleurs résultats avec des
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coefficients de corrélation proches de 1. La méthode de « random forest » nous semblait néanmaoins

apporter les résultats les plus fiables avec une erreur relative acceptable (tableau 2 & figure 10).

METHODE R %GR DS
MLR 0.986 63.6 0.028
SLR(FLAIR) 0.981 59.9 0.038
RF 0.994 62.7 0.042
ANN 0.971 64.7 0.059
HISTOLOGIE | - 60.0 = e

Tableau 2 : Comparaison de 4 méthodes d’analyse multivariée pour I’estimation de la
concentration en hématies d’un caillot inconnu. Ici les différentes estimations varient de 59,9% a
64,7%.

SLR=Simple Linear Regression; MLR= Multiple Linear Regression; RF = Random Forest model;
ANN = Artificial Neural Network model ; DS = déviation standard ; %GR = pourcentage d’hématies.

T2FLAIR histologie

e . . . -

Figure 10 : L’analyse histologique a confirmé les estimations IRM. Le caillot « inconnu » H contenait

caillot 60%

dans ce cas environ 60% d’hématies, comme le caillot D.

27



A

l. 2™ partie : étude clinique

Cette deuxiéme partie avait ainsi pour objectif de vérifier I'applicabilité clinique des résultats
préliminaires obtenus in vitro chez des patients pris en charge pour AVC ischémique aigu au CHRU de
Tours, en confrontant les IRM aux données histologiques des caillots obtenus par thrombectomie

mécanique.

1. Matériel et Méthodes
a. Comité éthique

La réalisation de cette étude a été approuvée par le comité éthique local du CHRU de Tours
(n°projet 2016 0032) (Annexe 1). Toutes les données recueillies ont été stockées sur un ordinateur du
CHRU apres déclaration a la CNIL (fichier n°2016_045.1). Les caillots sanguins collectés ont été déclarés
en tant que collection biologique au Ministére de la Recherche et de I'Enseignement Supérieur
(collection n° 2016_045.1) (Annexe 2). Tous les patients inclus ont été informés de la réalisation de

I’étude et pouvaient retourner un formulaire d’opposition en cas de refus (Annexe 3).

b. Population d’étude

Entre Juin 2016 et Février 2017, tous les patients hospitalisés au CHRU de Tours pour un AVC
ischémique aigu ayant bénéficié d’'une thrombectomie cérébrale étaient des candidats potentiels a
cette étude. Pour étre éligibles, les patients devaient avoir bénéficié d’'une IRM cérébrale et étre
majeurs. Les patients dont la thrombectomie n’a pas permis de récupérer un caillot de taille suffisante
pour une analyse histologique ont été exclus. Les données démographiques, cliniques, biologiques et
d’imagerie suivantes nécessaires ont été prospectivement collectées a I'aide du dossier patient

partagé (DPP) et du picture archiving and communication system (PACS).

c. Protocole IRM

L'IRM était réalisée sur une machine 3 Tesla (Verio Tim; Siemens AG, Erlangen, Germany) avec le
protocole classiquement réalisé en cas de suspicion d’ischémie cérébrale chez un patient : DWI
(diffusion weighted imaging), T2 FLAIR (axial fluid-attenuated inversion recovery), T2EG (echo de

gradient), SWI/ (susceptibility-weighted imaging), et TOF-ARM (time of flight-magnetic resonance
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angiography) (figure 11). Le diagnostic d’accident vasculaire cérébral ischémique aigu était posé en cas
d’apparition d’un déficit neurologique brutal associé a la présence de Iésions cérébrales en hypersignal

sur les séquences en diffusion avec une restriction du coefficient apparent de diffusion.

Figure 11 : IRM chez un patient ayant un AVC ischémique aigu sylvien droit. L'imagerie réalisée
montre une ischémie constituée profonde dans le territoire sylvien droit secondaire a une
occlusion M1.

A =diffusion ; B = cartographie ADC; C=T2 FLAIR; D =SWI; E=T2EG; F = TOF.
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d. Thrombectomie mécanique

Toutes les thrombectomies mécaniques ont été réalisées au CHRU de Tours selon le protocole
habituel du service, aprés ponction artérielle fémorale et mise en place d’un introducteur 8 Fr. Pour la
circulation antérieure, un cathéter ballon était mis en place a l'origine de I’artére carotide interne et
dans la circulation postérieure un introducteur long 8 Fr était placé dans I'artere vertébrale. Un
microcathéter 0,018 pouces était ensuite navigué au-dela de I'occlusion artérielle a I'aide d’un
microguide 0.014 pouces. Apreés cela, le stent retriever était mis en place apreés retrait du microguide.
Pour les occlusions de la circulation antérieure, le stent retriever était retiré aprés inflation du ballon
dans la carotide interne afin de permettre une inversion du flux grace a I'effet aspiratif d’une seringue
de 50cc. Le point de ponction fémoral était fermé avec des dispositifs de fermeture a base de collagene
type Angioseal* (Terumo). Les résultats angiographiques étaient appréciés grace aux critéres
« Thrombosis in cerebral Infarction Criteria » (TICI).”” Une recanalisation cotée TICI 2b ou 3 était

considérée comme satisfaisante.

e. Thrombolyse intraveineuse

La réalisation ou non de la thrombolyse intraveineuse par rt-PA était laissée a I'appréciation du
neurologue vasculaire. Classiquement, celle-ci était réalisée chez tous les patients admis avant 4

heures et 30 minutes depuis le début des symptomes en I'absence de contre-indication.

f. Analyse IRM

Un neuroradiologue et un ingénieur, en aveugle de la composition des caillots, ont relu I’'ensemble
des examens. L'analyse comportait 2 parties : une analyse qualitative et une analyse quantitative.
L’analyse qualitative consistait a déterminer s’il y avait ou non un artefact de susceptibilité magnétique
au niveau du caillot : le « susceptibility vesel sign » (SVS). Un SVS était défini comme la présence d’un
hyposignal localisé au site du thrombus de taille plus importante que I'artére controlatérale sur les
séquences en susceptibilité magnétique (T2EG ou SWI). La deuxiéme étape consistait a mesurer la

densité moyenne des différents caillots en utilisant le logiciel Osirix (version 8.5 ; http://www.osirix-

viewer.com). lls devaient spécifier la région d’intérét en contourant le caillot a main levée sur les
séquences T2EG, SWI et T2FLAIR. La densité de la substance grise cérébrale était déterminée sur ces
mémes séquences en plagant une région d’intérét arrondie dans le thalamus controlatéral au territoire
hypoperfusé (figure 12). A partir de ces valeurs, nous étions capables de calculer le RIS. Les désaccords

entre les 2 lecteurs étaient résolus par consensus.
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Figure 12 : Patient souffrant d’un AVC ischémique sylvien gauche avec un thrombus en M1.
Mesures de I'intensité moyenne du caillot sur les séquences SWI, T2EG et T2FLAIR (A, B et C). 3
mesures sont également réalisées dans le thalamus droit pour servir de référence et permettre le
calcul des index RIS (D, E et F).
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g. Analyse histologique

Les caillots extraits par thrombectomie étaient immédiatement fixés dans une solution de
formaldéhyde a 10% pour une durée minimale de 24 heures avant d’étre inclus en paraffine. Les
caillots fixés étaient ensuite coupés en tranche de 7 microns avant d’étre colorés par HES afin de
déterminer la concentration en hématies (Figure 13). Toutes les lames ont été analysées par un
anatomo-pathologiste expérimenté afin de déterminer la concentration en hématies de chacun des
caillots. Pour chaque caillot, plusieurs lames étaient analysées. Les 55 caillots récoltés ont été séparés
en caillot « rouge » et caillot « blanc » selon la concentration en hématie supérieure ou inférieure a

50%.

Figure 13 : Coupe histologique d’un caillot récupéré aprés thrombectomie mécanique (A). Afin de
réaliser une estimation de sa concentration en hématies (B), une segmentation numérique était
réalisée. Dans cet exemple la concentration en hématies est estimée a environ 28%.

h. Analyse statistique et estimation de la concentration en
hématies

Les pourcentages d’hématies et les index RIS ont été traités comme des variables continues et
rapportés en moyenne * DS. La présence ou non d’un artéfact de susceptibilité magnétique a I'lRM a
été traitée comme une variable catégorielle rapportée en nombre et en pourcentages. La corrélation
entre 'analyse histologique et les résultats de I'imagerie a été réalisée uniquement chez les patients
ayant bénéficié des 3 séquences T2EG, SWI et T2FLAIR indispensables dans notre modéle d’analyse
multivariée prenant en compte les données de ces 3 séquences. Les analyses statistiques ont été

réalisées en utilisant le logiciel SPSS version 18.11.
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2. Résultats
a. Population

Centvingt-quatre thrombectomies mécaniques ont été réalisées au CHRU de Tours entre Juin 2016
et Février 2017. 55 thrombectomies ont permis de récupérer un caillot de taille satisfaisante pour une
analyse histologique. 47 patients avaient eu une IRM mais seulement 22 avec un protocole
comportant les 2 séquences de susceptibilité magnétique : T2EG et SWI (figure 14 : diagramme de

flux).

124 thrombectomies

‘ 69 sans caillot analysable ‘

55 patients éligibles

{ 8 patients avec scanner ‘

47 patients avec IRM

{ 11 patients avec des images non exploitables

36 patients avec des
images analysables

I 14 patients avec protocole IRM incomplet (soit T2EG soit SWI) ‘

22 patients inclus

Figure 14 : Diagramme de flux de la population d’étude.
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b. Analyse histologique

Cinquante-cing caillots ont été récupérés aprés thrombectomie mécanique et analysés
histologiquement : 25 caillots avaient une concentration en hématies supérieure a 50% (caillots
« rouges ») et 30 une concentration inférieure a 50% (caillots « blancs ») (figures 15). Un diagramme

représentant les ratio hématies/fibrine de chacun des caillots est représenté en figure 16.

Figure 15 : Analyse histologique de caillots sanguins aprés coloration a I'HES. Le caillot A est trés
riche en hématies alors que le caillot B est pauvre en hématies.

100%
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123 456 7 8 9101112131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55

B hématies fibrine

Figure 16 : Histogramme représentant la proportion d’hématies et de fibrine de chacun des caillots
analysés. Ce diagramme illustre la trés grande variabilité de composition des caillots responsables
d’occlusions intracraniennes.
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c. Analyse de I'imagerie
I. Analyse qualitative : SVS

Sur les 47 IRM dont nous disposions, un SVS était présent chez 35 patients (74,5%) : 17/25
(68%) dans le groupe des caillots blancs et 18/22 (81,8%) dans le groupe des caillots rouges. La
présence d’un SVS n’était pas significativement associée au type de caillot (p=0.28) (figure 17).

% GR

100
90 . :
80 :
70 °
60 . .
50
40 o o
30 ° .
20 . .
10 :

" .
SVS - SVS +

Figure 17 : Diagramme représentant la présence ou I'absence de SVS en fonction de la composition
du caillot.

ii. Analyse quantitative : Index RIS

Les mesures ont été réalisées chez 24 patients sur la séquence T2EG, 33 patients sur la séquence SWI
et 35 patients sur la séquences FLAIR. Une fois les mesures réalisées, les caillots étaient séparés en
caillots rouges et blancs selon les résultats de I’analyse histologique (tableau 3). Les résultats montrent
qu’il n’y a pas de différence significative entre I'index RIS des caillots blancs et rouges sur les séquences
de susceptibilité magnétique. En revanche, il existe une différence statistiquement significative sur la

séquence FLAIR (p=0.02).

| Globale Caillots « blancs » Caillots « rouges » p
T2GRE (n=24) | 0.39+/-0.12 0.43 +/-0.13 0.36 +/- 0.10 0.14
SWI (n=33) 0.23+/-0.10 0.25+/-0.12 0.20 +/- 0.09 0.26
T2FLAIR (n=35) | 0.71 +/- 0.46 0.54 +/-0.29 0.89 +/- 0.55 0.02

Tableau 3 : Comparaison des moyennes des index RIS des caillots rouges et blancs sur les
séquences T2EG, SWI et FLAIR. Seule la séquence T2FLAIR montre une différence significative de
signal entre les caillots blancs et les caillots rouges.
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d. Corrélation entre histologie et imagerie

Vingt-deux caillots ont pu avoir une mesure d’index RIS sur les 3 séquences utiles : T2EG, SWI et

T2FLAIR. La relation entre la valeur des index RIS et la composition des caillots est représentée dans la

figure 18.
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Figure 18 : Représentation graphique de la valeur de I'index RIS sur les séquences IRM EG (A) SWI
(B) et T2FLAIR (C) en fonction de la composition des caillots estimée en histologie.

De la méme facon que dans I'analyse in vitro, nous avons choisi d’estimer la concentration en hématies

des caillots des patients en utilisant le modéle non paramétrique « random forest ». La concordance

entre les concentrations en hématies des caillots estimée en histologie en IRM est représentée en

figure 19.
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Figure 19 : Figure représentant la concordance entre la concentration en hématies des caillots

estimée en histologie et en IRM par la méthode de « random forest » sur les séquences T2EG, SWI

et FLAIR.
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V. Discussion

1. Commentaires sur les résultats

L’analyse histologique des caillots récupérés montre qu’il existe une grande variabilité du point
de vue de leur concentration en hématies (figure 15). Ces résultats confirment les premiéres séries

15,16

d’analyse de caillots intracraniens publiées par Marder et Liebeskind. IIs renforcent I'intérét d’une

analyse quantitative permettant d’approcher au plus prés leur composition.

Notre analyse a retrouvé que 35 caillots étaient responsables d’un artefact de susceptibilité
magnétique (SVS+) sur 54 caillots analysés (74,5%). Ce chiffre concorde avec les taux rapportés dans

32,33

la littérature. En revanche, nous n’avons pas montré de lien entre la présence d’un artefact de

susceptibilité magnétique et I'histologie du caillot contrairement a ce qui est classiquement admis. 16
Ce résultat peut étre lié a un manque de puissance de I'étude du fait du petit effectif de notre
population (22 IRM analysées). Il pourrait aussi étre lié au fait que certains patients ont été admis au
CHRU depuis un hopital périphérique avec une IRM cérébrale réalisée sur une autre machine. Cette
hypothese a déja été suggérée dans un travail de I'’équipe de Nantes. 38 Les différences de réglage des
séquences IRM sont a 'origine de variabilités d’appréciation des observateurs dans leurs analyses
d’artefact de susceptibilité magnétique. Nous n’avons pas non plus retrouvé de différence significative

entre la moyenne des index RIS sur les séquences de susceptibilité magnétique (T2EG et SWI) des

caillots rouges et des caillots blancs.

Notre étude a montré une bonne corrélation entre I'estimation de la concentration en
hématies des caillots par IRM comparativement a I'histologie. C’est la premiere méthode de
guantification IRM de la concentration en hématies des caillots applicable en routine clinique.
Aujourd’hui, seul I'overestimation Ratio (overR) étudie le SVS de maniere quantitative en mesurant le
diametre de I'artefact et en le pondérant par le diamétre de I'artere. Néanmoins, aucune relation n’a
été établie entre I'overR et la nature du caillot. Aujourd’hui, seul un lien avec une origine cardio-

embolique a été retrouvé.>**

Comme dans une étude chez I'animal rapportée par Fujimoto et al. en 2013, la séquence T2-
FLAIR semble présenter un intérét dans I'analyse des caillots.”’ C’est cette séquence qui donnait la
meilleure estimation de la concentration en hématies dans notre travail in vitro notamment pour les
valeurs extrémes (figure 9) . Une étude clinique de 2005 avait rapporté une hyperintensité spontanée

parfois visible au niveau d’un vaisseau occlus a I'image de I’hyperdensité artérielle parfois observée au
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scanner.”’ Cet hypersignal peut étre expliqué par un flux lent responsable d’un effet TOF au sein du
caillot, et par un raccourcissement du T1 secondaire a la formation de méthémoglobine.42 Pourtant,
en contexte d’AVCischémique, la délimitation du caillot sur la séquence FLAIR peut étre difficile. Méme
si I’hypersignal est visible au niveau du caillot, le signal des vaisseaux occlus peut aussi étre augmenté

43,44

en aval ou en amont de I'occlusion. Ce phénomene pourrait perturber le contourage des vaisseaux

et fausser les mesures de signal.

2. Limites de I’étude

Nos analyses in vitro ont été réalisées dans des conditions « idéales » qui ne refletent pas la réalité
clinique. L'objectif de cette étude clinique était de vérifier I'applicabilité de nos résultats préliminaires
en « routine clinique ». L’agitation du patient, le flux ralenti des artéres et la petite taille des caillots
sont des éléments pouvant rendre difficile I'analyse IRM des caillots. Les contraintes techniques nous
ont conduit a sélectionner un échantillon limité de patients (figure 15 : flow chart). Seuls 22 patients

sur 55 (44%) ont été retenus pour 'analyse.

La composition des caillots est trés hétérogene. Cette hétérogénéité des caillots parait mal
retranscrite a travers le signal IRM. Certaines équipes rapportent méme qu’un caillot voit sa
composition varier entre sa portion distale et proximale.” L'hétérogénéité de la composition des
caillots pourrait alors se répercuter a 2 niveaux. Au niveau histologique, avec une concentration en
hématies variable en fonction du niveau de coupe. L’analyse de plusieurs coupes issues du méme
caillot pourrait étre utile pour avoir une idée de la composition globale du caillot (c’est d’ailleurs ce
que le laboratoire de Neuravi Ltd avait effectué pour valider sa méthode de production de thrombi).*
Au niveau de I'analyse IRM, la faible résolution axiale de certaines séquences pourrait étre un obstacle
a la caractérisation des caillots souvent de petite taille. Nous avons choisi d’utiliser le signal moyen de
la région d’intérét du caillot mais nous pourrions envisager d’utiliser des indicateurs de dispersion
comme les écarts-types ou les valeurs extrémes de l'intensité de signal pour illustrer le caractére

homogene ou hétérogéne des caillots.

D’autres méthodes IRM ont été utilisées in vitro pour caractériser les caillots. Une étude publiée
en 2012 traite de la méthode du transfert d’aimantation.*® Cette technique a I’avantage de réduire le
signal de la substance blanche et de la substance grise par rapport a celui des vaisseaux. Ce travail
réalisé sur une IRM 11,7T chez le lapin met en évidence le fait que les séquences de transfert

d’aimantation sont plus sensibles pour la détection des thrombi que les séquences pondérées en T1
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et T2 notamment pour les caillots fibrineux. Les caillots fibrineux sont les plus difficiles a détecter en
routine clinique car ils ne présenteraient pas d’artefact de susceptibilité magnétique sur les séquences

T2* ou SWI.

L'utilisation d’imagerie paramétrique comme la cartographie T2* dans le but d’estimer la
concentration en hématies des caillots a été rapportée dans des études in vitro avec une bonne
corrélation entre les temps de relaxation T2* et le pourcentage d’hématies contenues dans les
caillots.”” Cette technique classiquement utilisée pour la mesure de la charge ferrique dans le foie ou
le coeur analyse la décroissance de la relaxation transversale liée au tissu (décroissance T2%*).
Cependant, les temps d’acquisition habituellement longs rendent aujourd’hui cette technique
difficilement applicable en pratique clinique. Pourtant Bourcier et al. ont récemment publié une étude
utilisant une cartographie T2* de 2,5 minutes en pratique clinique. Ce travail n’avait pas pour objectif
de caractériser le caillot mais il montrait qu’un raccourcissement du temps de relaxation T2* du caillot

était associé a un meilleur résultat angiographique de la thrombectomie.

L'analyse de texture en IRM est un outil puissant d’analyse d’image permettant de dépasser
I"analyse « visuelle classique » de I'image basée sur les différences de contraste entre les tissus. Cette
nouvelle approche de I'IRM pour la caractérisation des tissus exploite la répartition des pixels de
différentes intensités au sein de régions d’intérét afin de chercher un parametre qui permettrait de
différencier les tissus entre eux *®, a partir de I'analyse de n’importe quelle séquence réalisée lors de
I’examen de routine. Cet outil mathématique est en plein essor notamment pour la caractérisation des

tumeurs mais il n’y a a ce jour aucun travail réalisé dans ce sens pour la caractérisation des caillots.

Une publication récente sur scanner a montré que le pourcentage de fibrine influait sur la prise de
contraste du caillot.* On peut donc imaginer qu’une série IRM injectée tardive pourrait permettre de

compléter la connaissance sur la composition du caillot en évaluant sa prise de contraste.

La meilleure connaissance de la composition histologique des caillots pourrait permettre de
découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques mais aussi potentiellement de nouvelles cibles aux
produits de contraste. En effet, si un élément était spécifique d’un type de caillot, la prise de contraste
spécifique du caillot pourrait permettre une caractérisation immédiate. Des tests ont été réalisés chez
I"'animal grace a des produits de contraste fixant les plaques d’athérome de maniére spécifique. La
principale limitation technique en pratique clinique est le temps que le produit met pour fixer sa cible :
environ 30 minutes.”® Nous n’avons pas mis en évidence de calcification ou de plage de cholestérol au

sein des caillots extraits. Certains auteurs pensent que la composition des caillots est liée a son origine
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(classiquement cardio-embolique ou athéromateuse) alors que d’autres pensent qu’elle est plutot liée
a I'age du caillot. Ces résultats contradictoires montrent que le lien n’est pas encore clairement

établi.”*

L'intérét de I'IRM en phase aigué d’un AVC est controversé par certaines équipes. Les détracteurs
évoquent la plus longue durée d’acquisition de I'IRM comparativement au scanner méme si une étude
publiée récemment dans la revue Stroke n’a pas montré de perte temps dans la prise en charge des
patients.>” L'IRM présente I'avantage de poser le diagnostic d’ischémie cérébrale en phase aigué grace
aux séquences de diffusion qui permettent une détection précoce et plus sensible des lésions
ischémiques que le scanner notamment en fosse postérieure.>® La supériorité de 'lRM est également
illustrée dans la prise en charge des AVC du réveil avec une heure de début d’ischémie inconnue. Le
scanner (méme si une imagerie de perfusion permet la distinction entre le parenchyme nécrosé et le
parenchyme hypoperfusé) ne permet pas d’estimer I'horaire de début d’ischémie alors que I'IRM,
grace a la séquence T2FLAIR permet une datation de I'ischémie. La positivité de la séquence FLAIR

pourra alors impacter sur la prise en charge du patient notamment en cas d’indication a une

thrombolyse intraveineuse.”

La tendance actuelle va vers une prise en charge endovasculaire individualisée des patients
avec une meilleure sélection des patients par I'imagerie. On pense notamment a I’extension des délais
de thrombectomie pouvant aller jusqu’a 24 heures en cas de mismatch persistant du fait d’'une bonne
collatéralité.”® Si nos résultats venaient a étre confirmés dans d’autres études, on pourrait alors
imaginer un intérét plus important de I'IRM a la phase précoce de I’AVC avec une adaptation des

thérapeutiques en fonction du type de caillot qui reste la cible du traitement.
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V. Conclusion

Les résultats de I’'étude menée in vitro indiquaient que les séquences IRM T2EG, SWI et T2FLAIR,
réalisées en routine chez les patients pris en charge pour suspicion d’AVC ischémique, permettaient
une estimation indirecte de la concentration en hématies des caillots. Les mesures du signal moyen
des caillots réalisées sur les séquences T2EG et SWI permettaient de préciser la nature du caillot (rouge
ou blanc) mais c’est la séquence T2FLAIR qui donnait la meilleure estimation du taux d’hématies
notamment pour les concentrations « extrémes » (caillot trés riche ou trés pauvre en hématies). La
combinaison des 3 signaux moyens mesurés apportait la meilleure estimation par comparaison avec

I"analyse histologique.

Ces résultats ont été confirmés en pratique clinique sur 22 IRM cérébrales de patients.
Contrairement a ce qui est couramment admis, I'appréciation subjective de I'artefact de susceptibilité
magnétique produit par le caillot occlusif ne nous permettait pas de distinguer les thrombi rouges des
caillots blancs. En revanche, la mesure du signal moyen des caillots sur les séquences T2EG, SWI et

FLAIR apportait une bonne estimation de leurs concentrations en hématies.

Ces résultats encourageants devront bien slr étre confirmés avec une plus grande cohorte de
patients mais ils renforcent I'idée que dans I'avenir, 'IRM pourrait permettre une prise en charge
individualisée des patients hospitalisés pour AVC ischémique aigu basée sur la composition du

thrombus.
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Annexe 2 : Attestation de déclaration des caillots en tant que collection biologique.
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CHRU Radiologie Générale - Neuroradiologie Diagnostique Radiologie interventionnelle et Vasculaire
RRES— Pr J. Ph. Cottler (Secrétariat 02.47.47.38.65) Pr D. Herbreteau (Secrétanat 02.34.37.96.15)
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Information du patient sur la conservation et |'utilisation d'éléments et produits du corps
humain prélevés a une fin médicale ou scientifique

Version ma 2016 ]
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Madame, Monsieur,

Dans le cadre de la prise en charge de votre accident vasculaire cérébral (AVC) ischémique, vous avez
récemment bénéficié d’une thrombectomie cérébrale. Cette intervention consiste @ extraire le caillot sanguin
responsable de I’occlusion artérielle cérébrale. Le caillot sanguin extrait au cours de la thrombectomic dont
vous avez bénéficié a été conservé.

Ce prélévement pourra, sauf opposition de votre part, étre utilisée pour la recherche médicale ou
scientifique dans le cadre de la maladie pour laquelle vous avez ét€ pris en charge, ct ce dans le respect de la
confidentialité. Ces échantillons pourront étre mis a disposition d'autres équipes de recherche privées ou

publiques nationales ou internationales. Dans ces deux cas, aucun examen de vos caractéristiques génétiques ne
scra réalisé sans votre consentement écrit.

Cette étude n’a pas modifié et ne modifiera en aucun cas votre prise en charge médicale.

Vous pouvez librement et & tout moment, sans conséquence pour votre traitement, vous opposer a
cette utilisation a but de recherche, en vous adressant a :
2 Nom du médecin qui délivre |'information

Je reconnais avoir regu I'informationle .................. B 1) o e N e e

Signature du patient: ...........cocieien

« Les données médicales recueillies sur le prélévement seront réunies sur un fichier informatique permettant
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| Hdpital BRETONNEAU - Z Boulevard Tonnellé 37044 TOURS CEDEX S

CHRU Radiologie Générale - Neuroradiologie Diagnostique Radiologie Interventionnelle et Vasculaire
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Rendez-vous Résultats d"examens Rendez-vous et résultats d'examens
Radiologie standard Scanner et IRM
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Information du patient sur la conservation et I'utilisation d'éléments et produits
du corps humain prélevés a une fin médicale ou scientifique.

A REMPLIR EN CAS D'OPPOSITION :

Je soussigné(e) Monsicur, Madame ... Nom Prénom ex lettres capuaies,

déclare m'opposer a l'utilisation pour la recherche biomédicale ou scientifique de mes échantillons biologiques
prélevés dans le cadre de ma prise en charge médicale le ... ... .. parleDr...............
dans le service de neuroradiologie interventionnelle du CHRU de Tours.

Certificat a adresser au médecin qui vous a délivré l'information

Annexe 3 : Fiche d’information adressée a chaque patient inclus dans I’étude associée a un
formulaire a remplir en cas d’opposition.
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Vu, le Directeur de Thése
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Résumé :

Introduction : L’objectif de notre travail était d’étudier le signal IRM (Imagerie par Résonance
Magnétique) de caillots sanguins afin de déterminer s’il était possible d’estimer leurs
concentrations en hématies.

Matériel et Méthodes : Dans un premier temps, une étude in vitro analysant le signal IRM de
caillots de compositions prédéterminées sur une IRM 3 Tesla a été réalisée. Les caillots étaient
fixés dans une gélatine ayant un signal proche de celui du cerveau humain. Pour estimer la
concentration en hématies, un ratio d’intensité de signal (RIS) était calculé pour chaque caillot
sur plusieurs séquences IRM selon la formule suivante : RIS = signal moyen caillot / signal
moyen gélatine. Dans un second temps, les RIS de caillots responsables d’AVC ischémique
aigu ont ¢été¢ mesurés sur des IRM cérébrales de patients pris en charge pour thrombectomie
cérébrale. Les taux d’hématies obtenus par estimation IRM étaient comparés aux résultats de
I’analyse histologique des caillots.

Résultats : Les résultats de I’étude in vitro indiquaient qu’il était possible d’estimer la
concentration en hématies des caillots grace aux RIS mesurés sur les séquences T2FLAIR, SWI
et T2EG. La combinaison du signal moyen mesuré sur ces 3 séquences permettait une bonne
estimation par comparaison avec 1’analyse histologique. Ces résultats ont été confirmés sur
I’analyse de 22 IRM cérébrales de patients.

Conclusion : La mesure du signal moyen des caillots responsables d’occlusions intracraniennes
sur les séquences T2GRE, SWI et T2FLAIR permet une bonne estimation de leur concentration
en hématies.

Mots clés : imagerie par résonance magnétique (IRM) — thrombus — accident vasculaire
cérébral (AVC), thrombectomie mécanique
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